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 摘要 
 
摘 要 
 
手足口病（HFMD）的频繁爆发，给许多婴幼儿带来痛苦甚至导致死亡。目
前，没有任何疫苗和抗病毒治疗可用于预防和治疗手足口病。肠道病毒 71 型
（EV71）是引起手足口病的主要病原体，它能够侵入中枢神经系统引起严重的
后遗症。3C 蛋白酶是 EV71 病毒复制过程中的一个重要蛋白酶，在 EV71 的成熟
过程和拮抗宿主细胞的先天性免疫反应中有着重要作用。因此，EV71 3C 蛋白酶
是一个很好的抗 EV71 药物靶点。 
AG7088最先是针对人病毒3C蛋白酶进行设计的，已被证实可有效抑制EV71
病毒活性，我们也解析出EV71 3C蛋白酶和AG7088复合物晶体的结构。但是，
AG7088的血浆稳定性差，在体内的生物利用度很低，使之不能成为抗EV71药物。
我们采用蛋白质结晶学方法，对不同长度AG7088与3C蛋白酶的复合物结构进行
研究，分析了不同长度的AG7088与蛋白底物口袋结合的机制，评估了化合物长
度对于化合物性质的影响。结果发现，化合物的P3部分显著提升化合物与蛋白酶
的结合能力；P4部分不仅能提升化合物的结合能力，也大大增强化合物的跨膜能
力。同时，以AG7088的主链为基本骨架，在P3基团中引入2-吡啶酮，合成了一
系列含2-吡啶酮的多肽类似物。通过基于结构的药物设计方法，对P2和P4基团进
行优化。最终我们获得化合物247，它不仅具有很好的抗病毒活性，也有很高的
血浆稳定性。本课题的研究，为抗EV71药物的改进和开发奠定了坚实的基础。 
 
 
 
关键词：3C 蛋白酶，抑制剂，基于结构的药物设计 
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Abstract 
The frequent outbreaks of hand, foot and mouth disease ( HFMD) that cause 
severe suffering, or even death, in large numbers of infants and children. Up to date , 
however, no vaccines or antiviral therapies are available for the prevention and 
treatment. Enterovirus 71 (EV71) is the major causative agent of HFMD and can 
spread its infections to the central nervous and other systems with severe 
consequences. EV71 3C protease is an important protease for virus replication, it 
plays important roles in the virus maturation and antagonism of the innate immune 
response of host. Therefore, EV71 3C protease is a very good drug targets for  
anit-EV71. 
AG7088 is a compound originally designed for Rhinovirus 3C protease. It has 
been confirmed that it can effectively inhibit EV71 activity, and we also have 
determined the complex structure of EV71 3C and AG7088. Because of the poor 
plasma stability and the low bioavailability in vivo, AG7088 cannot become the 
anti-EV71 drug. We use protein crystallography method to study the complex 
structures of EV71 3C and AG7088 with different length. We have analyzed the  
mechanism of the different length AG7088 binding to protein substrates pocket, and 
assessed the effect of the length of compound on the compound properties. The results 
found that the P3 part of compound significantly increased the ability of compound 
binding to proteinase; P4 part not only promote the binding ability, also greatly help 
the compound to across cell membrane. Meantime, we used the main chain of 
AG7088 as basic skeleton, introduced 2-pyridine in R3 group, and synthesized a 
series of 2-pyridine containing peptidomimetics. We have optimized P2 and P4 
groups based on structure-based drug design. Finally we get compounds 247 that not 
only has good antiviral activity, also has high stability of plasma. This research have 
laid a solid foundation for the improvement and development of anti-EV71 drug. 
 
Keywords: 3C proteinase, inhibitor, structure-based drug design 
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1 前言 
 
1.1 手足口病简介 
手足口病（Hand foot and mouth disease，HFMD），是一种高致病性传染病，
主要由肠道病毒 71 型（enterovirus 71，EV71）和科萨齐 A16 病毒（coxsackievirus 
A16，CVA16）所引起[1]，多发生于 5 岁以下儿童，尤其是 1-2 岁的幼儿具有较
高的被感染率。由 EV71 引起的手足口病，容易引起无菌性脑膜炎、脑炎和脊髓
灰质炎样等多种与神经系统相关的并发，严重者甚至导致死亡。近年来，亚太地
区手足口病疫情频发，发病率一直在攀升，我国也属于手足口病的多发国[2]。 
1.1.1 手足口病的流行情况 
1957 年，手足口病在新西兰被首次报道。1997 年，马来西亚的沙捞越州爆
发手足口病，造成 31 名儿童死亡[3]。1998 年，台湾爆发的手足口病导致约 150
万病例的出现，其中有 405 例严重的并发症，造成 78 名儿童死亡[3]。此外，美
国、澳大利亚、瑞典、日本、比利时、匈牙利、越南等国家，也曾大规模爆发手
足口病[4-6]。近年来，我国许多地方频频出现手足口病的暴发性流行，且并发症
发生率和病死率也有增高的趋势。根据国家卫生和计划生育委员会的相关统计显
示，2008 年总计 489,097 例手足口病病例，其中重症 1,125 例，126 人死亡；2009
年总计 1,155,525 例手足口病，其中包括 10,509 例重症，353 人死亡；2010 年 1
月 1 日至 11 月 30 日，超过 170 万人感染了手足口病，其中 905 人死亡。2010
年，手足口病成为中国感染人数最多的传染病，是卫生部重点监控的传染病之一。
2011 年共有手足口病 1,340,259 例，其中死亡人数 437 例；2012 年共有手足口病
1,520,274 例，死亡 431 人；2013 年共有手足口病 1,697,696 例，死亡 245 人；2014
年手足口病感染人数超过 130 万例，死亡人超过 300 例。从 2008 年到目前为止，
中国大陆地区手足口病累计发病人数超过一千二百万人，其中超过三千人死亡，
手足口病的整体防控需引起高度关注。 
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1.1.2 手足口病的临床表现 
手足口病的临床表现多样，从隐形感染、普通手足口病到中枢神经系统感染
等重症。发病时，以手部、足部和口部出现水疱为典型特征，还伴有发热、头疼、
咽喉痛、皮疹等症状[7]。手足口病的潜伏期多为 2-10 天，平均 3-5 天；普通病例
多在一周内痊愈，预后良好；重症病例（尤其是小于 3 岁者）病情进展迅速，神
经系统、呼吸系统和循环系统会受到破坏，在发病 1-5 天左右并发脑膜炎、脑炎
（以脑干脑炎最为凶险）、脑脊髓炎、肺水肿、心肌炎、循环障碍等，病情危重
可致死亡，存活病例易出现后遗症。 
1.1.3 手足口病的致病机制 
手足口病是由肠道病毒所引发的，该病原体包括脊髓灰质炎病毒、艾柯病毒、
柯萨奇病毒以及肠道病毒 71 型等[8]，其中肠道病毒 71 型（EV71）和柯萨奇病毒
A16 型（Cox A16）是最为常见的病原体。其中，EV71 病毒会侵入中枢神经系
统，引起严重的并发症，容易造成后遗症，甚至死亡，给婴幼儿带来了极大的威
胁。因此，我们重点关注 EV71 的致病机制。 
EV71对人体的入侵主要是从咽部或肠道开始，在局部黏膜或淋巴组织中复
制，并由局部排出，可引起局部症状。接着EV71又侵入局部淋巴结，并由此进
入血液循环导致第一次病毒血症。EV71经血循环侵入网状内皮组织、深层淋巴
结、肝、脾、骨髓等组织，经过大量繁殖后进入血液循环，引起第二次病毒血症。
病毒也可随血流进入全身各器官，如中枢神经系统、皮肤黏膜、心脏等处，造成
组织炎性病变和神经毒性，引起严重的并发症。EV71 入侵中枢神经系统的途径
可能有两个：一个是通过周围神经的轴突由逆轴浆运输的形式进入；另一个是通
过血脑屏障进入。最新的研究结果更倾向于第一条途径[9]。 
1.1.4 手足口病的治疗和预防 
目前，手足口病尚无有效的疫苗或者特效药物，在临床上主要采用对症治疗
和支持疗法。对无并发症患者，只能采取支持性疗法，主要采用辅助抗病毒药物，
如干扰素、丙种球蛋白等，抑制手足口病病毒的繁殖和复制。而对有并发其它症
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状的患者，除了抗病毒治疗，临床上需要对症处理，例如出现高热并发症时，要
及时采用各种降温手段；出现脑膜炎并发症时，要及时进行降颅压处理；出现心
肌炎并发症时，要有效保护心肌细胞功能。这样才能有效治疗手足口病，尽量减
少后遗症的出现。 
手足口病的预防关键在于养成良好的卫生习惯，包括个人卫生和环境卫生。
经常正确洗手，需要使用洗手液、肥皂等去污剂认真地清洗；注意饮食及饮水必
须煮熟及煮沸；手足口病患者接触过的物品及口鼻污染物、粪便所污染之器具，
应避免直接接触，及时进行消毒以减少病毒的蔓延。在环境卫生上，必须维持居
家环境的通风与清洁，建立良好的下水道系统。手足口病流行期间，尽量不要长
时间停留在人群密集、空气流通性不好的空间。有手足口病症状出现，应当及时
到当地卫生部门就诊，症状较轻的患者建议在在家治疗和休息，避免交叉感染。 
 
1.2 肠道病毒 EV71 型（EV71）概述 
EV71 属于典型的小 RNA 病毒（Picornaviridae），根据 VP1 和 VP4 蛋白的序
列被分为 4 种基因型，即 A 型，B 型，C 型和 D 型[4]。在美国和澳大利亚，1969
年流行的 EV71 病毒为 A 型；20 世纪 70 年代流行的为 B1 型；80 年代为 B2 型；
90 年代则流行 C1 型，此时澳大利亚还伴随流行 B3 和 B4 型[10]。在过去的 30 年
中，导致手足口病大规模流行的 EV71 主要是属于 C 型。从 1986 年至 2008 年，
C1 型主要在中国、英国以及美国出现，而 C2 型主要出现在中国台湾地区，C3
型主要见于韩国。近些年来，在亚洲爆发的 EV71 多为 C4 型[11]。 
1.2.1 EV71 的基因组 
EV71 基因组是一单股正链RNA，由约7.4 kb核苷酸构成，只有一个开放阅
读框，可编码一约为250 kDa大小的多聚蛋白（polyprotein）[12]（图1-1）。在基因
组的5’端和3’端分别有约为745 nt的5’非编码区 (untranslated region，UTR) 和约
为83 nt的3’非编码区。5’端共价结合一个分子质量相对小的蛋白质VPg，而3’ UTR 
的末端含有一个长度可变的多聚腺苷酸尾（Poly A）。5’端含有多肽翻译的起始信
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息以及RNA合成的起始信息，通过与特定细胞因子结合，病毒RNA才能借助宿
主核糖体进行自身蛋白的合成，在病毒RNA的合成以及病毒蛋白的翻译过程中
发挥重要作用[13]。3’末端的功能不是很清楚，但有研究表明3’末端与病毒的感染
力有关，如果3’末端多聚腺甘酸尾去除或出现断裂，病毒的感染力会消失[14]。 
 
图 1-1 EV71 基因组结构[15] 
Fig 1-1 Genome Structure of EV71
[15]
 
EV71 基因组从5’端到3’端分别为5’非编码区、P1区、P2区和P3区和3’非编码区。其中，P1 区
编码VP4、VP2、VP3、VP1 四个病毒衣壳蛋白，P2区和P3区编码病毒的非结构蛋白，按顺
序命名为2A、2B、2C、3A、3B、3C 和3D。 
 
多聚蛋白通过水解作用得到3个前体蛋白，即P1、P2、P3。P1编码VP1（32 
kDa）、VP2（28 kDa）、VP3（27 kDa）和 VP4（8 kDa）四个病毒外壳蛋白，这
四个蛋白负责组装成EV71病毒的外壳；P2编码2A、2B、2C三个蛋白；P3编码3A、
3B、3C和3D四个蛋白。P2区和P3区所编码的蛋白是病毒的非结构蛋白，其中的
2A、3C和3D都是病毒自身必不可少的酶类。2A和3C是蛋白酶，负责病毒多聚蛋
白的切割，3D是依赖于RNA的RNA多聚酶（RNA dependent RNA polymerase），
负责病毒基因组的复制。 
1.2.2 EV71 的病毒结构 
EV71 病毒颗粒是一正二十面体的球形，直径约24~30 nm，无包膜和凸起（图
1-2）。病毒颗粒由60个原体组成，每个原体由结构蛋白VP1~VP4 四个病毒外壳
蛋白构成。其中，VP1、VP2和VP3三个蛋白暴露在病毒外壳的表面，而VP4包埋在
病毒外壳的内侧，与病毒核心紧密连接，因而抗原决定簇基本上位于VP1～VP3上。 
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 图1-2 EV71的病毒结构[16] 
Fig 1-2 Structure of EV71 particle
[16]
 
（A）EV71病毒颗粒结构，VP1、VP2、VP3和VP4分别用蓝色、绿色、红色和黄色表示。（B）
成熟的EV71病毒颗粒和空的EV71病毒颗粒的表面展示图。颜色从蓝到红表示距离颗粒中心
由近到远。由图可以看出，空的病毒颗粒比成熟的病毒颗粒直径大。 
 
1.2.3 EV71 的生活周期 
EV71 的生活周期一般是 5～10 个小时，周期的长短主要取决于宿主的免疫
力、温度等多种因素[17]。整个生活周期主要包括：吸附，脱壳进入，RNA 合成
和翻译，蛋白质合成与加工，病毒颗粒组装和释放等步骤[18]（图 1-3）。 
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